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Biogene Polyester-Partikel definierter. GroRe mit funktionalisierten Oberflachen: 
Herstellungsverfahren, und pharmazeutische Zubereitungen, in denen diese 
enth'alten sind - . 

Die Polyester-Nanopartikel (10-100 nm). -Submikropartikel (100-900. nmj und - 
Mikropartikel (1-3 Mm) werden aus Wildtyp-Mikroorganlsmen (Eu- und 
Archaebakterien z. B. Ralstonia eutroptia, Aicaligenes latus. Pseudomonas putida, 
Pseudqmonas qleovorans. Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, 
Halqbiforma halotenrestris) oder gentechnisch Veranderten Mikroorganfsmen de^ 
erwahnten Gruppen ( z. B. Escherichia coii, Pseudomonas tragi, Pseudomonaden, 
Ralstonia eutropha), die in der Lage sind Polyester aus Hydroxyfettsaur^n und/oder 
IVIercaptofettsauren und/oder anderer Bausteine. die von Polyesfer-synthetislerenden 
Enzymen poiymerisiert Werden, zu synthetisieren. Unter anderen Baustelnen sind 
samtliche Bausteine. die durch die Poiyester-syntlietisierende Enzyme zu einem 
Polyester poiymerisiert werden konnen, zusarrjmengefasst. 

Entsprechende Mikroorganlsmen werden in geeigneten Minimal- oder Komplex- 
Medien mit geeigneten Vorstufensubstraten (Fettsauren, Mercaptosauren lind 
Vorstufensubstrate, die zur einer BildCing von PolyeSter-Granula fuhren) kultiviert und 
in der spatstationaren Wachsttimspiiase gi3emtet. Durch Wahl der' 
Kultivierungsbedingungen (Vorstufensubstrate. Sequentielle Voretufensubstrat- 
Iruttemng). Mikroorganlsmen (Wildtypen. Mutgnten und gentechnisch veranderte 
Mikroorganlsmen) und der Stoflwechselflusssteuerung (Inhibltoren von 
Stoflwechselfliissen, Etabllerung von Stoffwechselwegen durch gentechnlsche 
Veranderurig) wind das m6gllche Spektmm an unterschiedllchen Poiyesterkemen 
erfas'st. Der Zellaufschluss erfolgt entWeder durch enzymatische oder durch 
mechanische Verfahren. 

Die GrSl^e der Granule wird in vivo durch Verwendung einer phaP-negativen R. 
eutropha-MxAarXen (knock out-Mutanten, York et a!.. 2001) und kontrollierter 
Expression von Phasin-Genen (ausgehend vom ibacZ-Promotor mit Arablnose als 
Induktor) oder durch Venrt/endung von rekombinanten Mikroorganlsmen, welche 



Polyester synthetlsiereh konnen, und durch glelchzeitige kontrollierte Expression von 
Phasln-Genen konitrojliert. Hier' warden alle mikrobiellen Systeme genutzt, die eine 
entsprechende kontrolle der Granula-Grofie ermoglichen. Die Phasin-Kopienzahi 
verhalt sich grundsatzlicli reziprok zur Grofte der Granula (Wieczoreket al., 1995). 
Durch kontrollierte Erhohung der Kopienzahl von Phaslpen wird eine Abnahme des 
durchschnittlichen Granulum-Durchmessers bei gleichzeitiger Zunahme der Anzahl 
der Granula erreicht. Weiterhin wird die GroBe der Granula durch die Kopienzahl der 
PHA-Synthase (PHA = Polyhydrpxyalkanoat) und die Dauer der Verfugbarkeit der 
PHA-Synthase-Substrate kontrolllert. Durch Antisensetechnologi'e und/oder 
genetische Regulation ■■ und/oder Verfugbarkeit von Vorstufensubstraten wird die 
Bereitstellung von PHA-Syhthase-Substraten kontrolllert. Weiterhin werden Granula 
unterschledlichef Grolle durch GelfiltrationschiiomatograpKie und/oder Ultrafiltration 
und/oder Dichte-gradientenzentrifugation beziiglich der Go&e fraktioniert (0 10-500 
nm). 

Unterschledllche PHA-Synthasen oder Lipasen oder PHA-Depolymerasen werden 
mittels His-tag-Fusion und Ni-NTA-Agarose-Affinitatchromatographie gereinigt. Die 
Polyester-synthetisierenden Enzyme und Coenzym A Thioster-blldende Enzyme (z. 
B. Acyl-CoA-Synthetasen) werden fur die /n Wfro Synthese ausgehend von 
geeigrieten Substraten , (Substratgemischen, sequentielle Verfugbarkeit von 
Substraten), die zu Polyester-Vorstufen umgesetzt werden konnen, eingesetzt. Durch 
Erhohung des Verhaltnlsises Polyester-synthetlsierender Enzyme zur 
Substratkonzentratfon wird zii dem das durchschnittllche Molekulargewlcht des 
Polyesters vemhgert (Sim et al., 1997). Die Oberflache der Granula wird nach Bedarf 
mit Phospholipiden und/dder Etherllplden und/oder . Proteinen versehen werden, 
indem diese Komponenten dem In vitro Synthese-Ansatz in geelgneteri 
konzentratlon hinzugegebeh werden. .Durch- gleichzeitige Ven/vendung von PHA- 
Synthasen mit unterschiedllcher Substratspezifltat In Gegenwart unterschiedlicher 

I 

Substrate werdeii Granula mit einem Polymer-Blend als Kernstmktur gewonnen. Bei 
der in vitro Polyester-Synthese werden ebenso nach Bedarf therapeutisch wirksame 
Substanzen hinzugegeben, die dann im Polyester-Kern vorliegen. 

Die unterschiedlichen Granula werden durch Standardverfahren aus den Bakterien 
bzw. dem in vitro Syntheseansatz gewonnen und anschliefiend durch 
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Gelfiltrationchromatographie und/oder Ultrafiltration in 5 mM Phosphatpuffer pH 7,5 
und/oder Dlchtegradientenzentrifugation gemali der GroBe fraktioniert. 

Granula. die aus Mlkroorganismen oder aus der in vitro Synthase gewonnen wurden 
werden beziiglich der Oberflache modiflziert. Durcli EInsatz von PhosphoHpasen 
und/oder Aceton-Extraktion und/oder Detergenzien werden Phospholipide von der 
Granulum-Oberflache . entfemt und konnen durcfi Proteine und/oder andere 
amphiphile i\/lolekule ersetzt werden, 

Punktionalisierung der Polyester-Partikel'Oberflache 

Kovalent gebundene Proteine , 

Im Rahmen der Erfindung getatjgte Untersuchungen zeigen das die PHA-Synthase 
weder durch Behandlung mit denaturierenden Reagenzien (SDS. Hamstoff. 
Guanldiumhydrochlorid. DTT) noch durch Ven«.endung azider Bedingungen von dem 
Polyester-Kern gelost werden konnen. was auf eine bestehende kovalente 
Verknupfung mit dem Polyestennolekul anzeigt, Der N-temiinaie Abschnitt der PHA- 
Syhthasen (N-Temiinus bis zum Beginn der konservlerten cc/p-Hydrolase-Domane) 
ist auBerst variable und wird durch gentechnische Methoden durch Funktlonsproteine 
ersetzt werden. wobel die PHA-Synthase-Aktivitat und Synthase von , Gfaniila 
erhalten bielbt (slehe auch Rehm et al.. 2002). Folglich wirxJ eine Funktlonalislerung 
der Oberflache en-eicht. Ein, Gemisch unterschiedlicher Fuslonsproteine wIrd bei 
Bedarf glelchzeltig appfiziert werden. so dgss eine Multifunktionalisierung der ' 
Granulum-Oberflgche erzeugt wird. Die Appllkation dieser Fuslonsproteine erfolgt in 
vitro durch .Zugabe der gerelnigten Fuslonsproteine zum Synthese-Ansatz bzw. in 
vivo durch Expression der Gene In dem entsprechendem MIkroorganismus, die fiir 
die Fusionsprotelrie kodieren. 

Nicht'l<ovalent gebundene Proteine 

Der C-Termihus (>Ala141 gemalJ.des Phasins PhaP aus R. eutropha) der Phaslne 
ist hydrophll und wird durch Funktionsprotelne ersetzt, ohne eine Verankerung in der 
Granulum-Oberflache zu verhindern. Diese Verankerung beruht auf hydrophoben 
Wechselwirkungen und ist reversibel (Hanley et al.. 1999). Ein Gemisch 




unterschiedHcher Fuslonsproteln^ wind bisi Bedarf gleichzeitlg applizlert, so dass eine 
Multlfunktionallsieruhg der Granulum-Oberfiache erzeugt wird. 

Der C-Terminus (>Aminosauferest 180 gemali der intrazellularen PHA- 
Depolymerase von R. eutropha) .der Intrazellularen PHA-Depolymerasen vermltteit 
die Bindung des Enzyms an den Polyester-Kern der Granula (siehe auch Saegusa et 
al., 2001). Dieser C-tenninale Abschnitt der intrazellularen PHA-Depolymerasen wIrd 
durch gentechnlsche Methoden an FunktlonsmoIekQIe fiisioniert und enfioglicht somit 
eine Funktionallslemng der Granulum-Oberflache.. Ein Gemisch unterschiedHcher 
Fusionsproteine .wIrd bei Bedarf gleichzeitlg appllziert, so dass eine 
Multifunktlonallsjening der Granulum-Oberflache erzeugt winj. 

Der N-Temiinus (<Aminosaurerest 140 gemaU der Granulum-assozlierten Protelne 
Phal und PhaF aus Pseudpmonas oteovorans) der Proteine PhaF und Phal aus 
PseudQinonaden, vemfiittelt die Bindung der Proteine an den Polyester-kern der 
Granula (siehe auch Prieto et al.. 1999). Dieser N-temiinale Abschnitt jeweils der 
Proteine PhaF und PhaJ wird durch gentechnische Metlioden an Funktionsmolekiiie 
fuslonlert upd ermoglicht somit eine Funktionalisierung der Granulum-Oberflache. Ein , 
Gemisch . unterschiedHcher Fusionsproteine wird bei Bedarf gleichzeitlg applizifert, so 
dass eine Multifunktlonalisiemng der Granulum-Oberflache erzeugt wird. 




Die oben angefiihrten . Granulum-assoziierteh Proteine warden ebenso durch 
insertion von Epitppen gentechnisch modifizlert. urn eine Antlkorper-vermlttelte 
Bindung zu erzlelen. Gmndsatzllch werden hier Peptld/Polypeptid-lnsertionen 
durchgefuhrt. die eine spezifische Blnd.ung vemiittein kSnnen (siehe auch Rehm und 
Hancock, 1996). 

Kova/ente Modifizierung von Amitiosaureresten Granulum-assoziierter Proteine 
Granulum-assoziierte Proteine werden durch Aminosaure-spezifische chemische 
Reagenzien kovalent modifiziert werden. Durch diese Verknupfung werden weitere 
Funktionsmolekiiie wie z. B. Blotiri an der Granulum-Oberflache lokallsfert. die z. B. 
eine spezifische Bindung an andere IVIolekule vennltteln (siehe auch Rehm et al., 
1994). , . 
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Kovalente Modifizierung vdn Molekulen an der Oberflache des Polyester^Kerns 
Durch eine Vielzahl von Kopplungsreagenzlen und/oder bifunktionellen Reagenzlen 
wenden die IViolekule. die .sich an der Oberflache des Polyester-Kems befinden 
alctiviert und eine kovalente Verknupfung mit Wirkstoffmolekiilen wird durchgefiihrt. 
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1. Ein WIrkstoffmolekul/Funktionsmolekul-Trager-. und Lokallsierung-System 
bestehend aus biologisch abbaubaren Polyestern, die durch eine einfach Oder 
mehrfach funktionalisierte Oberflachenschicht, die aus kovalent oder nicht 
kovalent an das Polyester gebundene Proteine und/oder aus nicfit-kovalent an 
das Polyester gebundenen amphiphilen Molekulen besteht und die 
Herstellung der entsprechende Partikei ' 
^ 2. Das System gemali Patentanspruch 1 besteht aus einem Polyester-Kerri, 
dessen Polyester-Zusammensetzung samtllche Bausteine In 
untergchledllchen.Verhaltnissen und Anordnuhgen umfasst, die von Polyester- 
synthetlslerenden. Enzymen zu eInem Polyoxoester oder Polythioester 
polynnerlsiert werden konnen . 

3. Das System gemaH Patentanspruch 2 llegt in Polyester-Nanopartlkel (10-100 
nm), -SubmlkroparHkei (100-900 nm) und -Mikropartlkel (1-3 pm) oder Filmen 
vor. . • ' 

4. pie' PartikiBi gemaft Patentanspmch 3 sind von Phospholipiden und/oder 
Etherlipiden und/oder Prbtelnen und/oder LIpopolysaccharide und/oder 
amphiphilen Molekulen, die an die Granulumoberflache binden, umgeben und 
dieHerstellungdIeser Oberflachenschicht 

5. Die Partikei gemalJ Patentanspriiche 2-4 werden in vivo in Eu- oder 
Archaebakterlen geblldet und durch Wahl der Kultivierungsbedlngungen 
(Vorstufensubstrate, sequentleile Vorstufensubstratfutterung), 

. Mikrooiganismen (Wlldtypen. Mutanten und gentechnisch veranderte • 
Mikroonganismen) und der Stoffwechselflusssteueaing (Inhibitoren von 
Stoffwechselfliissen, Etabllerung von Stoffwechselwegen durch gentechnische 
Veranderung) wird die Zusammensetzung des Polyesters im Partikelkem 
gesteuert 

6. Die Partikei gemalS Patentanspriiche 2-5 werden bezuglich der Grolie, durch 
Kontrolie des Verhaltnisses von Polyester-synthesisierenden Enzymen zu 
poIymerisierbaren .Substrat und/oder durch die Kopienzahl von Phasinen, die 
PhaP aus Ralstonia eutropfia oder Proteine mit PhaP-Funktion sind, gesteuert 

7. Die Partikei gemali Patentanspruch 4 sind von Protelnen umgeben, die 
Fusionen von Enzynien und/oder spezlflsche BIndung vermittelnden Protelnen 



mit. PHA-Synthasen und/oder PHA-Depolymerasen und/oder Pha^inen 
und/oder Protelnen mit Phasinfunktion und/oder PHA-Regulatorproteinen 
darstellen 

8. Die Partil<el gemali Patentansprtiche 3 bis ■ 6 werden durcli 
Gelfiltrationschromatographie und/oder Dichtegradientenzentrifugation 
und/oder Ultrafiltration mit definierter GrpBe gewonnen 

9. Die Oberflaclie der Partikel gemaU Patentanspriiche 4 bis 7 wird mit 
cliemisclie Reagenzien aktivlert und vyirkstofrmolekule werden Ober die 
aictivierten Steilen gebunden 

10. Die Partikel gemaH Patentanspruch 7 sind von Fusionproteineh umgeben, die 

. aus «lner an die Polyester-Oberljache bindenden Domane und elner" 
spezlfische Fupktlonen vermittefnden Domane bestehen 

11. Die Funktionen gemafi Patentansprucii 10 umfaissen Enzymaktivitaten 
und/oder OberflachenstrukturstabHIsierLing und/oder Vermittlung einer 
spezlfisch^n molekuiaren Interaktion 

12. Die Koppiungsreagenzieh gemaft Patentanspruch 9 gehoren foigenden 
Gruppen an: Bis-(2-oxo-3-pxazolydinyl)-Phosphonchlorid (BOP-C1), Bromo.- 
tns-pynx)iidino-pliosphoniumhexafluorophosphat (PyBroP),, Berizotriazole-1-yl- 
oxy-tris-pyrrolidino-phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP), 2-(1 H- 
benzotriazoie-l -yl)-l , 1 ,3,3-tetramethyluroniumhexafIuorophosphat (HBTU), 
Dicycldhexyl-carbodiimide. Disucclnimldyl ' carbonate, 1-(3- 
dlmethylaminopropyl)-3-ethylcarbodlimide (EDC). Bis-(2-oxo-3-oxazolydlnyl)- 
phosphin, Diisopropyl-carbodilmlde (DIPC). 2-(IH-benzotrioxazolyl)-1, 1.3,3- 
tetramethyluronlumtetrafluoroborat (TBTU), 2-(5-norboren-2.3- 
dlcarboxyimldo)-1 .1,3.3-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TNTU).. para- 
Nirophenylchloroformate, and O- (N-succinimldy)-l, 1.3,3- tetramethyluronium 
tetrafluoroborat6 (TSTU). Aminosaurerest modifizierende Reagenzien 

IS.Zur Aktivlerung der Partikeioberflache gemaB Patentanspruch 9 werden 

folgende Reagenzien eingesetzt: Triethylamine, N-Methylmorpholin. Pyridine. 

1,8-Diazabicyclo-[5,4,0]-7undecen. N, N-bimethylaminopyridine und N, N- 

Dilsopropylethylamin 
14.Zur Aktivlerung der Partikeioberflache gemali Patentanspoich 9 werden 

folgende Additive eingesetzt: Hydroxybenzotriazole, Pentafluorophenol und N- 

Hydroxy-5-norboren-endo-2,3-dicarboxlmid. 



15. Die Wirkstoffe gemaR Patentanspruch 1 oder 9 umfassen Anti-Tumor- 
Agenzlen wie z. B. Djdeoxyinosin, Floxuridin. 6-Mercaptopurin. Doxorubidri, 
Daunorubicin, 1-Darubicin. Cisplatin. Methotrexat. taxol etc.; Antibiotika wie 
z.B. Erythromycin, Vancomycin, Oleandomycin, Ampicillin, etc.; 
Anticoaguranzien wie z.B. Heparin; Gemiizide wie z.B. ara-A. Acrylguanosih, 
Nordeoxyguanosin. Azidothymidin. Dideoxyadenosin. ' Dideoxythymidin, etc.; 
Antiarrythmfsclie Agenzien; und Wirkstoffvoretufen und -deriv^te • der 
angefiilirten Wirkstoffgruppen 

16. Die Wirkstoffe gemafi Patentanspruch i oder 9 oder Furiktionen . gemaB 
Patentanspruch 11 sind MolekOle von biologisdh aktiven Verblndungen und 
umfassen Peptide. Protelne. Therapeutika. Diagnostika, und nicht-biologische 
Molekule wie Z.B. Pestizide. Herbizide und Dungemittel 

17. Peptide gerhalS Patentanspruch 16 werden aus einer Gruppe ausgewahit, die 
insulin.. Calcitonin. ACTH. Glucagon, Somatostatin, Somatotropin, 
Somatomedin, Parathyroidhomion, Erythropoietin, hypothalamische 
Frelsetzungfaktoren. Prolactin, Thyroid-stimulierendes Hormon, Endorphine, 
Enkephaline. Vasopressine, nicht naturiich vorkommende Opiate, Superoxid- 
dismutase. Interferon. Asparaginase, Arginase. Arginindeaminase. 

Adenosindeaminase. Ribonuciease, Trypsin, Chymotrypsin und Pepsin 
IS.Herstellungsverfahren fur Partikel gemaR Patentanspruch 1 in dem 
Patentanspruciie 2 bis 17 komblniert oder unabhahgig von einander 
beriickslchtigt werden 

19. Ph9mriazeutische Zubereitungen. die- als Wirkstoff die Partikel gemalS , 
Patentanspriiche 1 bis 18 enthalten ' . 

20. Pharmazeutische Zubereitungen gemali Patentanspruche 15 und 19. die eine 
immunomodulatorisbhe. antlinfektiose und/oder antitumorale therapeutische 
Wirkung aufWeisen 
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' Biogene Pqlyester-Partikel definierter GroRe mit fuhkUonalisierten Oberflachen: 
■Herstellungsverfahren und pharmazeutische Zubereitungen, in denen diese- 
enthalten sind 

* 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Gewlnnung biogener biokompatibler 
Polyester-Nanopartikel. -Submikropartikel und Mikropartikel mit definierter GroBe und 
fiinktionalisierten Oberflachen sowohl mit Hilfe der Kultivieaing von IVIikrobrganismen 
Oder gentechnisch veranderten IVlikroorganismen. die Polyester in Form von Granula 
(Einschlusskorpem) bilden. als auch durch in vitro Syhthese mit Poiyhydroxyalkanoat 
(PHA)-Synthasen und/oder Lipasen und/oder PHA-Depolymerasen. Die Partikel. die 
im Kern aus Polyestern mit Hydroxyfettsauren und/oder Mercaptofettsauren a!s 
Baustelaen bestehen konnen und deren Qberflache aus Phospholipiden und/oder 
Etherliplden und/oder Proteinen (Insbesondere PHA-Synthasen (kovalent mit 
Polyester verkniipfl). PHA-Depolymerasen. Phasine. I^HA-Regulatorprotelnen. und 
Fuslonsprotelne, die' aus Anteilen der zuvor genannten . Proteine und 
Funktlonsproteihen bestehen; Funktlonsproteine vermitteln zum einen z.B. . die 
Bindung an Zlelgewebe oder andere relevante Oberflachen und zum anderen eine 
enzymatische Aktivitat. Protein^ der Granula-Oberflache konnen auch durch Protein- 
speziflsche Reagenzien kovalent modifiziert werden, um die Oberflache der Granula 
zu funktionalisieren. Die Granula werdeh durch Gelfiltratidnschromatographle 
und/oder Ultrafiltration und/oder Dichtegradientenzentrifugation bezuglich der G5IJe 
baktioniert (0 10-500 nm). Die Erfindung soli folgende Anwendungen umfassen: 1. 
Medizinische Wirkstoffe und TherapQutlka sollen in den Polyesterkem der Granula- 
eingebracht werden und durch Ven^^endung unterechiedlicher Polyester und/oder 
kpnzentrischer lamellarer Schlchtung unterschledlicher Polyester (Block-Copolyester) 
und/oder unterschledlicher Oberflachenbeschlchtung (slehe oben) und/oder ohne 
Oberfliachenbeschlchtung mit unterschledlicher Geschwindigkeit am Zielort 
freigesetzt werden. Insbesondere wird hier die Uberwindung der Blut-Him-Schranke 
fur die Freisetzung von WIrkstoffen im Gehim angestrebt 2. Medizinische Wirkstoffe 
und Therapeutlka konnen ebenso an der funktionalisierten Oberflache immobilisiert 
wetden 3. Landwirtschaftliche Wirkstoffe sollen mit unterschledlicher Geschwindigkeit 
freigesetzt werden (slehe unter 1.). 4. Bibkatalysatoren (Enzyme) und/oder 



spezifische BIndung vermittelnde Proteine sollen durch. Fusion mit aktiver PHA- 
Synthase und/oder durch Fusion mit Anfcersequenzen Granulum- 
oberflachenspezifischer Proteine immobiiisiert werden und fiir biotechnologische 
Biolcatalyseverfahren verfiigbar gemacht. Hier sollen spezifische BIndung 
vennittelnde Molekule, die kovalent mit Oberflachenmblekulen yerkiipft werden. 
berticksichtigt werden. Unterschledliche Biokatalysatoren kohnen hIer an der- 
Granulumoberflache raumlich benachbart vorliegen und biokatalytische Verfghren. 
die' insbesondere eirie sequentielle mehrstufige und enzymatlsche Umsetzung 
erfordem, optimieren. Das Vorliegen von Blndeproteinen (z.B. Antlkorperfragmenten) 
an der Oberflache der Granula soll.zur Separation, Orientierung und Lokallsierung 
der drahula in biotechnologischen Systemen genutzt werden. 
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